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PrOfungsantrag gem. § 44 PatG 1st gesteiJt 

(g) Verfahren zur Messung des antioxidativen Potentials der Haut 

(Sh Die Erflndung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des 
^antioxidativen Potentials der Haut sowie erne Zube«^^^^^ 
zur Verwendung in einem solchen Verfahren DaaProbl^^ 
auf diesem Gebiet besteht darin daS ."^o^"^^^ 
einzelner Antioxidantien Oder von deren 0»<»a*«>"«P«^"^; 
tan in der Haut in vitro nachgevyiesen werden ^nnte od^ 
auch das Sndringen von Radikalen in die Haut nicht |edodi 
das gesamte In der Haut zur VerfQgung ste^ende antioxidati. 
ve Potential. Erfindungsgemaft besteht dM Verfahren zur 
Messung des antioxidativen Potentials darin, daB 
(a) eine transdermale Zubereltung auf die Haut aufgetragen 
wird bestehend aus einem physiologisch annehmbaren, in 
die Haut eindringenden Mgerstoff und einer physiologisch 
annehmbaien. paramagnetischen Model Isubstanz m Form 
eines freie RadiSle tragenden Nitroxids oder Nrtroxidgem.. 
sches, die in der Haut durch Antioxidantien mnerhalb von 5 

<bis 60 Minuten abgebaut werden; . . ^ 

lb) eine gemSB (a) behandelte Haut emer oxidativen Stress 
A erzeugenden Behandlung unterzogen wird; 
m (c) die magnetischen Momente der freien Elektronen der 
iO Nltroxldradikale mittels der paramagnetischen Elektronenre- 
eO sonanz (EPR) nicht-invaslv gemessen warden; und 
M (d) die unter (c) erhaltenen MeSwerte der Intenshat dw 
2 Keld-^aki 'oder des mld-field-Peaks des EPR-Spek. 
t2 mTms als zeitabhSngige Intensltat erfaSt und im Ve^laich 
mit nur gemaS (a) behandelter und ^a^^f ^,9;?"!?^ jf] 
gemessener Haut a!s relative Intensitat und Maa fur das 
antioxidatlve 
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Beschreibung , 

Die ErHndung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung 
des antioxidativen Potentials der Haut sowie eine Zube- 
reitung zur Verwendung in einem solchen Verfahren. 3 

Jede Zelle besitzt ein antioxidatives Potential, das 
durch die Balance zwischen den Faktoren, die die Auto- 
oxidation ausflben und denen, die die andoxidadve Wir- 
kung hervomifen, bestimmt wird Dabei steht den in der 
Haut vorhandenen Antioxidantien ein Vorgang gegen- 10 
fiber, der unter dem Sammelbegriff "oxidativer Stress" 
die physiologischen EinflQsse von hautspezifischen 
Stoffwechselreaktionen sowie exogene Faktoren wie 
ionisierende und nicht-ionisierende Strahiung, Photo- 
scnsibilisierung, toxische und ailergische Kontaktder- 15 
madtis usw, umfaBt, und der eine Verschiebung des 
Gleichgewichts zugunsten der Oxidanuen und damit ein 
Auftreten moiekularer Schaden bewirkt 

Die Andoxidanden haben die Aufgabe, die biologisch 
reaktiven Oxidanden wie z. B. das Superoxid-Anionra- 20 
dikal, Wasserstoffpero»d. Hydroxylradikale, Singulett- 
Sauerstoff, Obergangsmetolle. Radikalchelate. Hydro- 
peroxide, Upidradikale und Thiyl-Radikale abzubauen, 
um oxidative Zell- und Gewebesditden zu vermeiden. 
Angriffsziele der Oxidanden z. B. in der Haut sind.Upi- 23 
de, Proteine. Kohlehydrate und Nukleinsauren. 

Auf grund der niedrigen Konzentradon der freien Ra- 
dikale im Gewebe, der extrem hohen Reaktionsfreudig- 
keit, der geringen biologischen Haibwertzeit von eini- 
gen Nano- bis Millisekunden und dem komplexen Auf- 30 
bau der Haut in mehreren biochemischen und morpho- 
logisch verschiedenen Abschnitten. ist der Nachweis 
freier Radikale und reakdver Sauerstoffspezies in der 
Haut methodisch sehr schwierig und nur fur einzelne 
Spezies mSglich (Spin-Trap-Technik). Ein weiterer er- 35 
schwerender Faktor ist die Vielzahl der chemisch sich 
Oberlagemden Verbindungen im biologischen Material. 
Der qualitative und quantitative Nachweis von freien 
Radikalen und reaktiven Sauerstoffspezies in biologi- 
schem Material erfordert hochentwickelte Analysen- 40 
techniken. Der direkte Nachweis reaktiver Oxidantien 
bzw. von deren Oxidationsprodukten im biologischen 
Material kann in vereinzelten Fallen mit komplizierten 
technischen Methoden erbracht werden. Sehr oft ist je- 
doch der direkte Nachweis in vitro und in vivo nicht 45 
mdgiich. Indirekte Bcstimmungsmethoden, wie die Mes- 
sungen des Konzentradonsansdegs an Peroxidations- 
produkten und Konzentrationsverminderung der And- 
oxidanden sind hSufig durchgefOhrte Verfahren. 

Ein indbektes Verfahren zur Erfassung reaktiver 50 
Oxidantien in vitro ist die quantitative Bestimmung von 
spezifischen Reaktionsprodukten, rB. Peroxidations- 
produkten der Lipide, NukleinsSuren und Proteine. Der 
Thiobarbitursaure-Test, diskutiert von Gutteridge, 1986, 
JMC, Aspects to condsider when detecting and measu- 55 
ring lipid peroxidation- Free Radical Research Comm- 
unication, 1 : 173-184, in der Literatur als einfach und 
sensitiv beschriebenes Verfahren, weist neben Lipidper- 
oxidationsprodukten auch Ketosauren und Nucieinsau- 
ren nach und ist nicht geeignet zur Messung der Lipid- eo 
peroxidationskinetik. Die Bestimmung von Upidperoxi- 
dationsprodukten der Zellmembranen mit der optischen 
Spektroskopie transparenter Ldsungen zeigt hingegen 
nur Schaden an den Zellmembranen selbst, so daB eine 
qualitative und quantitative Analyse der Upidoxidation 63 
in biologischem Material schwierig erscheint 

Molekularer Sauerstoff ist das Subsirat fUr die Bil- 
dung des Superoxid- Anionradikals. von Wasserstoffper- 
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oxid und des Hydroxylradikals. Die quantitative Bestim- 
mung des Sauerstoffs nut der Methode Oxypolarogra- 
phie ermdglicht indirekt die Erfassung reaktiver Sauer- 
stoffspezies, wenn. die zelluiare Atmung (4 Elektronen 
Reduktion des Sauerstoffs) gering ist und der Sauer- 
stoffverbrauch durch Ein-Elektronen-Transfer (radikali- 
sche Reakdon) dominiert Dies ermdglicht in der Regel 
in vitro-Messungen an Zellorganeilen oder isolierten 
Zellen nach Henunung der physiologischen Atmung 
durch Cyanid. 

Antioxidantien wie Glutathion, Ascorbat und Toco- 
pherol werden dtirch reaktive Sauerstoffspezies und 
freie Radikale oxidiert Die Bestimmtmg der Konzentra- 
tion der Antioxidantien oder von deren Oxidationspro- 
dukten mit sensitiven MeBmethoden (z. B. HPLC mit 
elektrochemischer, spektrophotometrischer oder fluori- 
metrischer Detektion) ermdglicht eine isolierte Erfas- 
sung reaktiver Oxidantien in verschiedenen Gewebe- 
kompartimenten. Nachteile der Methode sind. daB 
RQckschlQsse auf die chemische Natur des reaktiven 
Oxidans nicht eindeutig moglich sind, die Probengewin- 
nung invasiv ist imd Praparationsartefakte auftreten 
kOnnen. 

Das Verfahren zur Messung der Biolumineszenz ist 
zwar ein hochempfindliches MeOverfahren und durch 
Auswahl spezieller Inhibitoren und Wellenlangenberei- 
che erzielt die Methode eine hohe Selekdvitat, hat je-.. 
doch den Nachteil der direkten Erfassung von Ucht- 
quanten als ein Parameter fOr die Radikalbildung, sowie 
die Nichtanwendbarkeit fflr Untersuchungen radikali- 
scher Reaktionen ohne Entstehung von Chemilumines- . 
zenz und eine begrenzte Anwendbarkeit fOr in vivo^ , 
Messungea 

Aus der EP-A-351919 ist bekannt, daB deuterierte Ni- 
troxidradikale in der ESRENRI (Electron Spin Reso- 
nance Enhanced Magnetic Resonance Imaging) als kon- 
trastgebende Komponente (Kontrastmittel) verwendet 
werden kdnnen. Dabei erfolgt jedoch eine Messung der 
Beeinflussung der Relaxationszeit der Wasserstoffkeme 
zum Zwecke der Verbesserung des Bildkontrastes bei 
der NMR-Tomographie nut mdgiichst dauerhaft stabi- 
ten Nitroxiden, die auch nach der Messung als solche im 
Korper verbleiben. 

In einer Verfiffentiichung in Magneticc Resonance 
Microscopy, Verlag Chemie Weinheim 1992. 563, wird 
die Penetration von Spin-Markem und die spektrale 
Veranderung der linien von Proxylmaleimid mittels 
spezieller EPR-Technik untersucht 

Insgesamt besteht das Problem auf diesem Gebiet 
darin. dafi das Vorhandensein einzelner Antioxidantien 
oder von deren Oxidationsprodukten in der Haut in 
vitro nachgewiesen werden konnte oder auch das Ein- 
dringen von Radikalen in die Haut, nicht jedoch das 
gesamte in der Haut zur Verfiigung stehende antioxida- 
tive Potential Dies ware jedoch eine entscheidende 
GrdBe fOr die Vergleichbarkeit besdnmiter Mittel ge- 
gen andoxidative Beanspruchung (Stress) der Haut 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. ein Ver- 
fahren zur Bestimmung des antioxidativen Potentials 
auf der Haut und eine transdermale Zubereitung dafflr 
bereitzustellen. 

ErfindungsgemaB besteht das Verfahren zur Messung 
des antioxidativen Potentials darin, daB 

(a) eine transdermale Zubereitung auf die Haut auf- 
getragen wird, bestehend aus einem physiologisch. 
annehmbaren, in die Haut eindringenden Trager- 
stoff und einer physiologisch annehmbaren, para- 
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magnetischen ModeUsubstanz in Form eines freie^ als yird die GrdBe Ap definiert. die ein MaB fflr das 

Radikale tragenden Nitroxids oder Nitroxidgemi- relative AOPdarstellt: 
sches, die in der Haut durch Antioxidantien inner- 

halb von 5 bis 60 Minuten abgebaut warden, wobei Ap(t,k) = 1 - Ir(t.K) 

die Konzentration der ModeUsubstanz im Bereich 5 ^ . „ . ^ j 

von 1 bis 100 mMoI liegt; wobei Ic ein MaB fOr die Konzentration des verwende- 

(h\ eine eemiB (a) beliaidelte Haut einer oxidati- ten Modellradikals darsteUt Entsprechend Ir - 0 ergibt 

ven StrMS erzeugenden Behandlung unterzogen sich Ap - 1. Zur Bestinunung der relativen Signaknten- 
wird- ^' werden die Parameter MeBzeitpunkt t und Mo- 

(c) die magnetischen Momeme der freien Elektro- 10 dellradikalkonzentration k far eine MeBreihe konstant- 
nen der Nitroxidradikale raittels der paramagneti- gehalten. 

schen Hektronenresonanz (EPR) nicht-invasiv un- In emem zweiten Schntt wird das biologische System 

ter den Bedineungen MikroweUenleistung 1 bis 20 dem zu untersuclienden oxidativen Stress ausgesetzt, 

mM. Frequenzbereich 1 bis 10 GHz. Einsatz einer wobei es sich beispielsweise.um erne endogene Entzita- 

Oberfiachenspule, Linienbreite der ModeUsubstanz 15 dungsreaktion oder exogene Beeinflussung durch e ek- 

0 Ibis 5 Gauss (0.1 bis 5 T) gemessen werden: und tromagnetische Strahlung UV-Strahlung. radioaktiye 

(d) die unter(c)erhaltenen Meflwerte der Intensitat Strahlung. Warm^trahlung) oder mechanische Emwir- 
\L towfield-Peaks oder des mid-field-Peaks des kungen (Schlag. Pressung) handeln kann. Der erhOhte 
EPR-Spektrums als zeitabhangige Intensitat erfaBt oxidative Stress fohrt emem verlangsmten^ Abba^^ 
und im Vergleich mit nur gemaB (a) behandelter 20 des anscUieUend zugefuhrten Modellradikals. Je nach 
und danach gemaB (c) gemessener Haut als relative der GroBe des oxidativen Str^ses wird die gemessene 
Intensitat und MaB fflr das antioxidative Potential Intensitat Ir grSBer als 0 sem. Dementsprechend ergibt 
der Haut ausgewiesen werdea sich «n antioxidauves Potential des untersuchten biolo- 

gischen Systems, das kleiner als 1 1st 
Mit der EPR wird der Nachweis des ungepaarten 25 Werden dem betrachteten biologisdien System Anti- 

Elektrons des Radikals der ModeUsubstanz (Nitroxid) oxidantien. wiebeispielsweise Aoorbat und/oder Toco- 

ernSgUchtT pherol zugefuhrt. so wird das AOP wieder CThOht, d. h. 

Ausgehend von einer relativschneUenAbbaubarkeit ApSteigt an. u - i • 

im Zeitraum von 5 bis 60 Minuten eignen sich als Mo- Die Unterschiedlichkeit der physiologisch vorkom- 

deUradikale 5- und 6-Ringsysteme, zu denen die folgen- 30 menden Anooxidantien, die auch bedm^ smd durch ei- 

den^traddegehdren ne Vielzahl von reaktiven Oxidantien, fuhrt zu unter- 

Proxo (2A53-Tetramethyl-l-dihydropyrrolinoxy-nitro- schiedUchen Reaktionsgeschwindigkeiten mit den Mo- 

rroxo VA***.- »Bu , J rj deUradikalen. So reduziert beispielsweise Ascorbat be- 

Proxad (2A5^-Tetramethyl-l-dihydropyrroloxy-nitro- vorzugt Piperidin-Nitroxide. wohingegen die Reak- 

wxaa iBir«. J 3 f} ^ ^ tionsgeschwindigkeit mit Pyrrolidin-Nitroxiden genng 

Doxo (2,2,5,5.Tetramethyl-3-Oxazolidinoxy-nitroxid), ist Piperidin-Nitroxide werden im Gegensate zu Pyrro- 

?fm?i (2A6.6-Tetnunediyl-l.piperidinoxy-nitroxidX Udin-Nitroxiden NADPl^^^-abhangig durch Th.oi^ox^^^^ 

Tempo! (t2,6,6-TetrameUiyl-l-piperidinoxy-4-ol-nitro- Reduktase reduziert Thioredoxm-Reduktase komple- 

^erapoi y / mentiert das Ascorbat als Reduktionsmittel fur Nitroxi- 

CAT 1 (2A6.6-Tetramethyl-l-piperidinoxy-4-trimethy- 40 dradikale. Die Nitroxidreduktion wird beispielsweise 

X^oMoL^A Di«e VerWungen so- durch NADPH, NADP und NADH stunuhert Liposo- 

wie die Verbindung DTBN (Di-tert-Butyl-nitroxid) mit mal gebundenes Nitroxid kann durch Ascorbat. mcht 

besonders kleinem MolekOl haben eine geringe StabiU- aber dur«±Thioredo«n-Reduktase reduziert werd^ 

tat d. h. sie sind leicht abbaubar im Bereich der vorgese- Ke relanv hohe Redukuonsra e von Pjnrrolidin-^^ 

henen MeBzeit sie haben ein gutes Diffusionsverhalten « troxiden in der Haut Mt darauf sdibefitm. daB dort 

beta EinSen in das zu unwrsuchende Objekt und noch andere Reduktantien als Ascorbat und Thioredo- 

''S^^^i^^t^X^^^ liegt im Bereich '"o^'^ef e MoJeUra^ e^J^t .^^^^^^ - 

d^^Zeit versmdS der d^ Raikal neutraUsiert wird en wie Glutathion. Ascorbat und Tocopherol begun- 
fR^J^nLrionV ™ oas j^j^ Auswahl einzetaer Testsysteme wie Pipen- 

^ SrSchkeit der Modellradikale richtet sich nach din-Nitroxidkamidas AOP entsprechender /^^^^ 

dem Ehuatzgebiet (Target). FJir die dermatoiogische tien wie z.B. Ascorbat selektiv gemessen werden. 
V;mS sin^T a^Srts^^^ ^uf der Bask von 55 Durch die Verwendung von perdeutenerten und 

S^Ts^men oS MikroemulsLen mSglich. Auch der "N-markierten N'troxidradJca^n 1^ 

Ktt von mit nuorcarbonen hergesteUten asymme- sitat und damit die Empfindhchkeit des Verfahrens urn 

SS^LSTmUcr^"^^^ (DE.A.4221255) als ein^V'~h^^^^^^ Verfahrens bes.eht 

^S^?^ burchfOhrung des Verfahrens so "^^""^ "^^fi. f V^^r^'^f „^^^^^^ 
wi^ zur B^mung des antioxkiativen Potentials ei- ve Potennal rSumhch aufgelSst werden kann^Eine be- 
^bwTog^en Sy^ems dem zu untersuchenden Sy- sonders giinstige Verfahrensvar.an te •« ^le mu modu- 
«Tm ein ModeUracfikal in einer Konzentration von Ibis lierten Gradienten. Diese Vanante ermoglicht erne 
fw mKlSn Spiel 10 mMol zugesetzt und die schichtweise Messung des ant.o«dativen Potenu^ bei- 
EPR-SimjjintensitatOow field peak Oder mid field peak 65 spielsweise m der Haut wodurch enteprechende RQck- 
Ls sSSS nach einer defmierten Zeit t gemeben. schlflsse auf die Effizienz medmnischer oder kosmeti- 
SLVrelaSStat lrV^rdals-^-geset^^ scher Behandlung der Haut gezogen werden kcJnnen. 

Zur £S^uS2 rel^^^^^ antiolidativen Potenti- Eine nahere Eriauterung zu diesem Verfahren ist m der 
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bereits zitierten literaturstelle Magnetic Resonance 
Microscopy enthalten, auf die in diesem Zusammenhang * 
ausdrQcklich Bezug genommen wird. 

Mit der vorliegenden Erfindung wird erstmals der 
Begriff des antioxidativen Potentials eingefOhrt und zu- 5 
gleich ein einfaches und gut vergleichbare MeBergeb- 
nisse bietendes Verfahren bereitgestellt Die verwende- 
ten Modellsubstanzen sind in der angewandten Konzen- 
tration hautvertraglich und werden durch Antioxida- 
tionsraittel problemlos abgebaut Das Verfahren ist wie- to 
derholbar, w^hrend btsherige in vitro- Verfahren immer 
nur den Einzehiachweis eines Antioxidans innerhalb ei- 
ner bestimmten Gewebeprobe erbrachten und damit 
einen Zustand "nachMokumentierten. Das neue Verfah- 
ren bietet dadurch eine bisher einzigartige Mdglichkeit, 15 
am Lebewesen Antioxidationspotentiale nicht nur der 
Haut an sich, sondem auch Potentiale in verschiedenen 
Schichttiefen nachzuweisen und damit die Eindringtiefe 
von kosmetisch oder medizinisch aufgetragenen Anti- 
oxidantien. 20 

Die Erfindung soli nachstehend durch Beispiele naher 
eriautert werden. In der dazugehorigen Zeichnung ist 

Fig. 1 eine grafische Darstellung des in den Beispielen 
1, 2 und 3 mit der dazugehSrigen Kurve 1, 2 und 3 
gemessenen AOP Qber die Gesamtzeit 25 

Zur Messung des AOP an der Haut wurde das AOP 
anhand der Abnahme der Radikalkonzentration des 
Modellradikalsystems CAT 1 fur drei unterschiedliche 
exogene EinfluBf aktoren gemessen. 

30 

Beispiel 1 Bestrahlung mit UVA/B 

Die Haut wurde mit UVA/B bestrahit Nach einer 
dreifachen MED (minimalen Erythemdosis) wurde die 
Modellsubstanz CAT 1 in einer Konzentration von 10 35 
mMol m einer Mikroemulsion mit PEG 80 als Trager- 
substanz transdermal appliziert Die Konzentration des 
Modellradikals wurde im Abstand von 5 Minuten ge- 
messen; Mikrowellenleistung 20 mM; Frequenz 34 
GHz. Nach t 25 Minuten betrug die Radikalkonzen- 40 
tration noch Ir = 0^. Danach erhielt man in diesem 
Fail nach 25 Minuten em Ap « 0.77. 

Beispiel 2 Bestrahlung und Verstarkung mit 

8-Methoxy-Psoralen 45 

In diesem Beispiel wurde mit 8-Methoxy-Psoralen der 
Haut eine Substanz zugefCgt, die die Bildung von reakti- 
ven Oxidantien bei UV-Bestrahlung begOnstigt Nach 
der anschlieBenden Applikation des Modellradikals wie 50 
im Beispiel 1 und Messungen im Abstand von 5 Minuten 
betrug die Radikalkonzentration nach 25 Minuten noch 
Ir =» 0.36, so daS sich ein Ap = 0,64 ergab. 

Beispiel 3 UV-Bestrahlung und Antioxidans-Zusatz 55 

In diesem Beispiel wurde die Haut vor der Bestrah- 
lung mit einer antioxidadven Komposition (enthaltend 
z. B. Tocopherol, Ascorbat) behandeit Die durchgef uhr- 
te Messung mit der Modellsubstanz wie in Beispiel 1 60 
nach einer bei gleicher Dosis wie im Beispiel 1 erfoigten 
Bestrahlung ergab nach 25 Minuten den Abfall des Ra- 
dikalsignals auf 6%. Daraus ergab sich ein antioxidati- 
ves Potential von Ap 0,94. Das an der Haut vor der 
Bestrahlung gemessene antioxidative Potential hatte ei- es 
nen Wert Ap « 0,86. Der Vergleich der Ap-Werte zeigt 
deutlich eine Zunahme des AOP in der Haut nach der 
auBerlichen Anwendung von Antioxidantien und damit 



639 Al 

6 

eine genaue Widerspiegelung der Veranderung des 
AO^, das mittels des erfindungsgemSfien Verfahrens 
bestimmt werden konnte. 

PatentansprQche 

1. Verfahren zur Bestimmung des antioxidativen 
Potentials in der iebenden Haut, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

(a) eine transdermale Zubereitung auf die 
Haut aufgetragen wird, bestehend aus einem 
physiologisch annehmbaren, in die Haut ein- 
dringenden TrSgerstoff und einer physiolo- 
gisch annehmbaren, paramagnetischen Mo- 
dellsubstanz in Form eines fr^ie Radikale tra- 
genden Nitroxids oder Nitroxidgemisches, die 
in der Haut durch Antioxidantien im Bereich 
von 5 bis 60 Minuten abgebaut werden, wobei 
die Konzentration der Modellsubstanz im Be- 
reich von 1 bis 100 mMol liegt; 

(b) eine gemiB (a) behandelte Haut einer oxi- 
dativen Stress erzeugenden Behandlung un- 
terzogen wird; 

(c) die magnetischen Momente der freien Elek- 
tronen der Nitroxidradikale mittels der para- 
magnetischen Elektronenresonanz (EPR ) 
nicht-invasiv unter den Bedingungen Mikro- 
wellenleistung 1 bis 20 mM, Frequenzbereich 1 
bis 10 GHz, Einsatz einer Oberflachenspule, 
Linienbreite der Modellsubstanz 0,1 bis 5 
Gauss (0,1 bis 5 T) gemessen werden; und 

(d) die unter (c) erhaltenen MeBwerte der In- 
tensitat des lowfield-Peaks oder des mid-field- 
Peaks des EPR-Spektrums als zeitabhangige 
Intensitat erfaBt und im Vergleich mit nur ge- 
m^B (a) behandelter und danach gemafi (c) ge- 
messener Haut als relative Intensitat und MaB 
for das antioxidative Potential der Haut ausge- 
wiesen werdea 

Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Modellsubstanz ausgew^h ist 
aus der Gruppe, die aus Nitroxiden wie 
Proxo (2;23,5-Tetramethyl-l-dihydropyrrolinoxy- 
nitroxid), 

Proxad (2A55-Tetramethyl-l-dihydropyrroloxy- 
nitroxid), 

Doxo (2A5,5-Tetramethyl-3-oxazolidinoxy-nitro- 
xid), 

Tempo (2,2,6,6-Tetramethyl- 1 -piperidinoxy-nitro- 
xid). 

Tempol (2,2,6,6-Tetramethyl- 1 -piperidinoxy-4-ol- 
nitroxid), 

CAT 1 (2A6.6-Tetraniethyl-l-piperidinoxy-4-trime- 
thylammo niumbromid-nitroxid), 
DTBN Di-tert-butyl-nitroxid 
besteht 

3. Verfahren nach Anspruch I oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB Nitroxide so ausgewahlt werden, 
daB deren Abbauzeit durch Antioxidantien im Be- 
reich von 10 bis 30 Minuten liegt 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Tragerstoff eine physiologisch an- 
nehmbare, das Stratum comeum durchdringende 
Substanz ist, ausgewahlt unter Uposomen, Mikroe- 
mulsionen, alkoholischen AuszQgen und asymme-' 
trischen lamellaren Aggregaten. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Nitroxidradika! perdeute- 
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riert oder **N-markiert ist . • 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Nitroxidradikal 
als Gemisch in Form einer Emulsion lipophiler und 
hydrophiierNitroxidradikalevorliegt 5 

7. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dafi als paramagnetisches 
Elektronenresonanzverfahren die EPR-Tomogra- 
fie mit moduliertem Gradienten eingesetzt und das 
antioxidative Potential in verschiedenen Haut- lo 
schichtcn mit einer Aufldsung von 10 bis 100 jim 
gemessen und raumlich dargestellt wird 

8. Transdermale Zubereitung zur Verwendung bei 
der nicht-invasiven Messung des antioxidativen Po- 
tentials in der Haut mittels der EPR oder EPR-To- 15 
mografie, wobei die Zubereitung eine physiolo- 
gisch annehmbare, Upophile und/oder hydrophile. 
paramagnetische Modellsubstanz mit freien Radi- 
kalen enthalt, mit der Antioxidantien in der Haut 
innerhalb von 5 bis 60 Minuten abgebaut werden, 20 
und einen physiologisch annehmbarenTr^ger. 

9. Zubereitung nach Anspruch I, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Modellsubstanz ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die aus Nitroxiden wie 

Proxo (2^^^-Tetramethyl-l-dihydropyrroUnoxy- 25 

nitroxid), 

Proxad (2;2^^-Tetramethyi- 1-dihydropyrroloxy- 
nitroxid), 

Doxo (2,2,5,5-Tetramethyl-3-oxazolidinoxy-mtro- 

xid), . .30 

Tempo (2A6,6-Tetramethyl-1 -pipendmoxy-nitro- 

«d), 

Tempol (2^A6-TetramethyH-piperidinoxy:4-ol- 
nitroxid), 

CATl(2,2A6-Tetramcthyl-l-piperidinoxy-4-trune- 35 . 

thylammoniumbromid-nitroxidX 

DTBN Di-tert-butyl-nitroxid 

besteht. 

10. Zubereitung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Abbauzeit der paramagne- 40 
tischen Modellsubstanz durch Antioxidaiitien im 
Bereich von 10 bis 30 Minuten liegt. 

1 1. Zubereitung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Tragerstoff eine physiologisch an- 
nehmbare, das Stratum corneum durchdringende 45 
Substanz ist, ausgewahlt unter liposomen, Mikroe- 
mulsionen, alkoholischen AuszQgen und asynune- 
irischen lamellaren Aggregaten. 

12. Verfahren nach einem der AnsprQche 9 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Nitroxidradikal 50 
perdeuteriert oder ^'N-markiert ist 

13. Zubereitung nach einem der AnsprOche 9 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Nitroxidradikal 
als Gemisch in Form einer Emulsion lipophiler und 
hydrophiler Nitroxidradikale vorliegt 55 
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